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リン酸水素ナトリウム水溶液 (pH7.4)を用いた。 0.2mol' t1リン酸水素ナトリウム水
溶液は、 370Cの0.2mol' t1のリン酸水素二ナトリウム水溶液に、 0.2mol.t1のリン酸二
水素ナトリウム水溶液を混合し、 pH7.4に調整、作製した。非崩壊型アパタイトセメン
トの練和液としては、迅速硬化型アパタイトセメントの練和液である 0.2mol' t1 
Na1.8H1.2P04水溶液に、 0.5wt%アルギン酸ナトリウム (NacalaiTesque、京都)を添
加し、調整した。粉液比 2.0で練和後、 l分以内に直径 10mmのプラスチックモールド
に充填し、パイプレーター CAutomaticLabo一N1ixerI'J"S-8， USA)を用いて気泡を除去
























管電流30rnAおよび28 = 1 0 ・min-1C8:回折角度)の条件で行った。
3. 培養破骨細胞を用いたデ、イスク体試料上の破骨細胞数の測定
? ?




仔血清 (FBS，川市肢はerBioproducts， Inc.， Walkerville， MO， USA)を添加したアルフ
ァ変法イーグル培地(以下α-ME~r と略記する;大日本製薬株式会社，大阪)を使用し
た。40C、200rpmで20分間遠心分離して小骨片を除去した後に、 1500個・ml-1の多核
巨細胞を含む細胞懸濁液 200μlを、 24穴マイクロプレート (24well cel culture 





phosphatase ，以下 T丸生Pと略記する)染色を行った。培養した細胞を 10%ホルマリン
水溶液にて 20 分間固定した後、 Ca2十 と ~十を含まないリン酸緩衝生理食塩水(以下
PBS(一)と略記する;日水製薬、東京)で洗浄した。その後、 Tはめasmら38.39)の方法に
準じて T孔えP染色を行った。すなわち、 20mgナフトール AS-J¥t1Xリン酸ナトリウム
塩を含む0.5mlN，N'ジメチルホルムアミド (vVakoPure Chemical Industries， Ltd ，大
阪)と388mg酒石酸ナトリウム (SigmaChemical Co.， St.Louis， ~ro ， USA)を含む0.1
mol.t1酢酸ナトリウム緩衝液 (pHo.O)40 mlを混合した溶液に、 20mgのファースト
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ヒト骨芽細胞として、当教室において継代培養を行っている細胞を用いた40、 41)0 1 
X104個の細胞を直径 10mmデ、イスク体試料上に播種し、 2mmol.r1 s-グリセロリン
酸 (s-GP，Sigma Chemical Co.， St.1ρuis， 1'10， USA)および00μg'ml-1アスコル
ビン酸 (SigmaChemical Co.， St.1ρ凶s，iV10， USA) を含む α-~IE~1 に 10%FBS を添
-8-
加した培地にて培養した。培養系は 370C、5%COっ条件下で維持し、 培地交換は 3日毎
に行った。
初期接着性は、 5時間後の付着骨芽細胞数を測定した。ディスク体試料上に付着した
骨芽細胞を 0.1%コラゲナーゼおよび 0.1%トリプシンを含む PBS(-)を用いて剥がし、細
胞を回収後、 0.15%トリパンブルーを用いた色素排除法にて生細胞数を算定した。算定
にはTurk血球計算板を使用した。
相対増殖率は、 24穴マイクロプレートに静置した直径 10mmデ、ィスク体試料上に l
X104個のヒト骨芽細胞を播種し、 5時間培養した後に、さらに 2mlの培地を加えて培
養を行った。 2、4、6、8日後に、最終濃度が 0.5mg-ml-1になるように 3-(4，5-
dimetyl-t出azole-2-yi)-2 ，5-diphenyl tetrazolium br()mide (以下 ~rr寸と略記する;
同仁化学、熊本)を加え、 370Cで4時間反応させた後、形成された1vfITホルマザンをジ





















































































































いる 17，ぉ，34) 0 Friedmanら 17)はネコ前頭洞にアパタイトセメントを充填した場合、 18
か月で約 60%が母床骨と置換したとし、 Shindoらお)はイヌ頭蓋骨に augmentationし
た場合、 9か月で 40%が骨と置換したと報告している。また、Lew ら 34)もイヌ頭蓋骨
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試料名 表面粗さ (μm) 
従来型 1.72 :土 0.25
迅速硬化型 1.82 :土 0.27
非崩壊型 1.66 I 0.10 
焼結体アパタイト 1 .78 -+0.22 
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The Bone Replacement of 3 Types of Apatite Cement 
-Evaluation of Apatite Cements with Ostεoblasts and Osteoclasts in Vitroー
Tetsuya YUASA 
First Department of Oral and Maxillofacial Surgery， School of Dentis廿y，Tokushima 
University 
Abs甘act: Apatite cement (AC) wぉ inventedin 1986 and is used for reconstruction of bony 
defects but its clinical applications have been limited because it tak:es 30 min to set and 
decays immediately upon exposure to liquid before setting. Therefore， we have developed 
two types of new AC; fast-setting AC and anti-washout type AC. These cements have good 
biocompatibility and osteoconductivity same as conventional AC in vivo. However， itis a 
controversial matter whether AC can be replaced with bone inνiνo or not. The aim of this 
study， therefore， isto evaluate the bone replacement of ACs objectively and quantitatively. 
For that pu中ose，i t isnecessary to eval uate the reso中tionof ACs by osteoclasts and bone 
fo口nationon ACs by osteoblasts， respectively， because bone replacement includes both 
processes. Sintered hydroxyapatite (sintered HAP) is used as control because sintered HAP 
is known to be nonresorbable clinically. 
For the evaluation of the resorption of ACs， osteoclぉtsobtained from rabbit were cultured 
on sintered HAP， ACs and bone slice. The number of osteoclぉtson sintered HAP was 
significantly less than that on both ACs and bone slice. ACs and bone slice were obviously 
resorbed by osteoclωts but sintered HAP was not. Intereslingly， the number of lacunae on 
bone slice was about 12 times as those on ACs and the reso中tionarea on bone slice was 
about 120 times as those on ACs. There was no significant difference among 3 types of AC. 
For the evaluation of the bone formation， human osteoblasts were cultured on ACs and 
sintered HAP. There were no difference in initial cel attachment and proliferation of 
osteoblasts on between ACs and sintered HAP. The alkaline phosphatase activities of ACs， 
however， and protein levels for type 1 collagen and osteocalcin of ACs were greater than 
that of sintered HAP. Thus， the differentiation of osteoblasts was promoted on ACs more 
th叩 onsintered HAP. There was no difference among ACs. These results suggested that 
ACs would be resorbed by osteoclasts inνivo. 
In this study， itis suggested that ACs would be resorbed by osteoclasts and that 
osteoblasts on A Cs would produce larger出nountof new bone than those on sintered HAP. 
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題目
アパタイトセメントの骨との置換
一培養破骨細胞および骨芽細胞を用いた検討-
要旨
顎骨切除後に生じる骨欠損部を再建する生体材料として種々の骨補填材料が開発されて
きた。その一つにアパタイトセメントがあり、優れた生体親和性と骨伝導性を示すことが
知られている。しかし、同セメントの骨との置換に関しては、必ずしも一定の見解が得ら
れていない。そこで本研究では、アパタイトセメントが骨と置換するか否かについて検討
する目的で、培養破骨細胞によるセメントの吸収と培養骨芽細胞によるセメント上での骨
形成の両面から検討を行った。なお、 3種類のアパタイトセメント間についても比較検討
した。対照として焼結体アパタイトを用い、セメント吸収性の実験では牛皮質骨より調整
した骨片も対照として用いた。
得られた結果は以下のごとくである白
1 )焼結体アパタイトは、破骨細胞によって全く吸収されなかった。
2) アパタイトセメントは破骨細胞により吸収されたが、骨と比較すると、吸収禽数は約
1/12、吸収億面積は約1/120程度であった。
3 )破骨細胞による吸収は、アパタイトセメント聞に差はなかった。
4)骨芽細胞の初期接着性および細胞増殖については、アパタイトセメントと焼結体アパ
タイトの聞に差は認められなかった。
5)骨芽細胞の分化マーカーであるアルカリホスファターゼ活性、タイプ Iコラーゲン合
成量およびオステオカルシン産生量は、焼結体アパタイトに比較して、アパタイト
セメント群が高い値を示した。
6)骨芽細胞の増殖および分化マーカーの発現においては、アパタイトセメント聞に差は
みられなかった白
本研究結果から、アパタイトセメントは、焼結体アパタイトに比較して、破骨細胞によ
り吸収されやすく、また、骨芽細胞の分化を促進させることが明らかとなった。このこと
から、アパタイトセメントは骨と置換される可能性を有する有用な材料であることが示唆
された。したがって、本研究は歯科医学の発展に貢献するところ大であり、本論文は博士
(歯学)の学位授与に値するものと考える。
